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4. Replicazione del DNA 





Ipotesi di Watson e Crick 

Origini di replicazione 

Bolla replicativa 

Rea/ione di polimerizzazione 

Tipi di stampo-innesco 

Appaiamento nucleotidi 

Attività polimerizzante e autocorrettiva 

Forcella replicativa 

Filamento guida e ritardato 

Replicazione filamento ritardato 

Replisoma batterico 

DNA primasì, elicasi, topoisomerasi 

Proteine SSB 

Pinza scorrevole e posizionatore 
DNA ligasi 

Frammenti di Okazaki 

DNA pohmerasi procariotiche ed eucariotiche 
Replicazione bidirezionale 
Replicazione DNA mitocondnale 
Telomerasi 
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L'ipotesi che la struttura a doppia elica del DNA fosse alla base della replicazione, 
un filamento in grado di fare da stampo per l'altro filamento, formulata da W & C 




Ogni filamento fa da stampo per il filamento complementare 
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Esperimento Meselson e Stahl, 1958 

Batteri fatti crescere in presenza di azoto pesante (N15). Poi spostati in N14 
Analisi dopo 1 ciclo e dopo 2 cicli di replicazione delle cellule 
Dopo il primo ciclo, densità intermedia fra DNA N15 e DNA N14 
Dopo secondo ciclo, densità 1 / 2 N14 e 1 / 2 mix N15-N14 

Il risultato può essere spiegato solo da modello replicazione semiconservativa 
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Esperimento di Meselson-Stahl 



(jofcjdò/ irà 




7 



Esperimento di Meselson-Stahl 
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Origine di replicazione 




5' 
3' 



5' 
3' 



origine 
di replicazione 



DNA 
a doppia 
"l elica 3 , 

5' 

doppia elica aperta 

con l'aiuto 

di proteine iniziatrici 



3' 
5' 



DNA stampo a filamento singolo, 
pronto per la sintesi di DNA 




replicazione nelle cellule comincia da punti precisi, detti origini di replicazione 



Inizio della replicazione 



iniziatore i 



legame 
al DNA 



legame al DNA 

-A — . 



L 



J 



DNA facilmente 
denaturarle 

I DNA aperto 



separazione 
dei filamenti * 
di DNA 




reclutamento 
delle proteine 





Comincia con legame proteina iniziatore a un sito specifico 
Segue denaturazione 

Segue intervento elicasi che denaturano la doppia elica 



Origini di replicazione 





OfC (E coli) 




b 



13 13 13 
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245 bp 



c 



100 bp 




Esempi di diverse origini di replicazione. 

Caratterizzati da presenza di diversi moduli, a volte presenti in copie multiple 

VERDE: sito di legame iniziatore 

BLU: elementi dove comincia apertura doppia elica 

ROSSO: sito dove avviene l'inizio della sintesi 



E. coli: oriC 




Tandem arroy of 
ìkr— ISbpa 
I 1 



Cocuirnftu* fwqwncv» 
i . \ ! i ; \ n \ : r; i 




OtQNViu M^urOT 
TTATrCACA 



Proteina DnaA = riconosce l'origine di 
replicazione ed apre la doppia elica 

Proteina DnaB = ha funzione di Elicasi e 
disawolge l'elica 



Proteina DnaC = facilita l'interazione DnaB con 
la doppia elicadi DNA 




Proteina DnaA = riconosce l'origine di replicazione ed apre la doppia elica 

Proteina DnaB = ha funzione di Elicasi e solve l'elica 

Proteina DnaC = facilita l'interazione DnaB con la doppia elicadi DNA 



Origine di replicazione 

(a) Bactenal replicatici ongm 

t 17 32 

| GATCTNTTTATTT j — fGATC JNTTNTaTH - ^GATC TC 7 T AT TAO ( 
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(b) Yeast replication origin (ARSI) 

10 B3 56 B2 

— J AATTTC GTCAAAAATGC T 1 |A T T T AAG T AT T G 





- -, •• • 



93 



B1 



TGAAAAGCAAGCA 




3 sequenze da 13 bp (in giallo) e 4 sequenze da 9 bp, origine di replicazione e. coli 
Dettaglio. 



E. coli: oriC 





DnaA si lega alle 
4 sequenze 9mer 




DnaA polimeriz/a 
e "piega" il DNA 



denaturazione delle 
3 sequenze 13mer 



si legano 2 complessi 
DnaB (elicasi) - DnaC 



DnaA ■ riconosce l'origine di replicazione ed apre la doppia elica 
DnaB = ha funzione di Elicasi e disawolge l'elica 

ilt.i l'interazione DnaB con la doppia elica di DNA 



DnaA si lega alle 4 sequenze da 9 bp 

DnaA si associa in un complesso, provoca ripiegamento DNA 

Ripiegamento provoca denaturazione nel DNA, a livello delle 3 sequenze da 13 bp 

(forse favorito da superavvolgimenti negativi?) 

Alle regioni denaturate si legano Dn B (elicasi) e DnaC 



Inizio della replicazione di E. coli 




Modello dell'inizio delta replicazione al/orione 
di /..( oli. orii 

(a) Circa 20 molecole di DnaA, ciascuna legata 
ad un ATP, si legano alle 4 sequenze di 9 bp. 
Il DNA si avvolge attorno a questo 
complesso. 

(b) Le 3 sequenze ripetute (ricche di A=T) 
vengono di seguito denaturate. 

(c) Esameri della proteina DnaB si legano al 
complesso con l'aiuto della proteina DnaC. 
L'attività elicasicadi DnaB disavvolge 
ulteriormente il DNA per prepararlo al 
legame con i primers ed alla replicazione. 

Immediatamente dopo L rCpttCttiOOe, il DNA 
viene emimetilato: l'elica parentale con or\C 
viene mctilaUi, mentre l'elica nco sintetizzata 
non lo e. Lem ime: il azione serve per 
interagire con la membrana plasmatica. 



DnaA, DnaB e DnaC 
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DnaA ■ riconosce l'origine di 
replicazione ed apre la doppia 
elica 

DnaB = ha funzione di Elicasi e 
apre l'elica 

DnaC = facilita l'interazione 
DnaB con la doppia elicadi DNA 




DnaA facilita denaturazione 
DnaB elicasi, bolla di replicazione 

Legame con SSB che mantengono il DNA a singola elica, proteggendolo 
Polimerasi, danno inizio a sintesi 




L'elicasi apre la doppia elica di DNA 

Quanto lo spazio è sufficiente,si lega la primasi, formando il primosoma 

La primasi sintetizzade gli inneschi ad RINA, permettendo poi la sintesi di DNA da 

parte della DNA polimerasi 



Separazione dei filamenti 



La separazione dei fiiemenb inizi* atioogin* | il complesso di prakmaaco si forma al" origine 



L ong*ie ha 3 n petizioni db 13 bp e 4 ripetizioni di 9 bp 

GATCTNTTNTTTT TTATNCANA 



Monomen d> DnaA si legano alle n petizioni <a 9 bp 



r 



DnaA » lega 

afte ripetizioni di 13 bp 



I filamenb <% DNA 
$4 separano a avaNo 
data n petizioni di 13 bp 



Dnae^DnaC si uniscono 



le forcella di replicazione 




Modello e immagine al microcopio elettronico 
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Complesso di posizionamento Complesso pre-replicativo (pre-RC) 



dell'elicasi INATTIVO 




Meccanismo concettualmente simile fra procarioti ed elicanoti 
In elicanoti maggiore complessità ed intervento di diversi fattori 




icazione DNA circolare: bolla replicativa si muove nelle due direzioni 



Replicazione 




l 



o c 




Replicazione: tempi 





• Un cromosoma umano in media 150 milioni 
di basi 

• Per replicare una base, circa 0,02 secondi 

• Per la replicazione di un cromosoma: 

0,02 sec x 150 x IO 6 = 3 x IO 6 secondi 
(800 ore!!!!!!) 



Fase S dura circa 8 ore. 

Origini di replicazione multiple (da 20 a 80 a 
distanza di 30.000-300.000 bp) 




Velocità di replicazione 
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Prova origini multiple. 

Individuazione proteine che legano origini di replicazione con anticorpi fluorescenti 
(fuorescenza verde) 
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Immagini al microscopio elettronico, e relativo schema 
Nel tempo, le "bolle di replicazione" si allargano 




Negli elicanoti, replicazione più complessa, anche se concettualmente, i passaggi 
sono simili 
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Inibizione replicazione multipla 



ti* 



Metilasi 
Dam 



DNA metilato 
Me 
GATC 
CTAG 

tv',, 

Replicazione 

Me 

' x Btc 

CTAG 



DNA emimelilato 



Origine atti va ^ 




Metilasi 
Dam 



Repl>cazione 




Origini inattive 



Metilasi Dam 
Origine attiva 




Non solo origini di replicazione multiple per accelerare il processo di replicazione 

Esiste meccanismo di controllo che impedisce inizi multipli della replicazione a partir 
dalla stessa origine 



Sito di inizio metilato. Origine attiva. 

Quando la replicazione ha luogo, un filamento è metilato e l'altro no. L'origine di 
replicazione è inattiva 

A fine replicazione, la metilasi Dam metila l'altro filamento dell'origine di 
replicazione, segnalando quindi che la replicazione è completa, e che l'origine è 
nuovamente funzionale 




Ciclo cellulare: 
GÌ (growth) 
S: sintesi 
G2 (growth) 
M: mitosi 

Non può partire nuova sintesi fino a completamento ciclo cellulare. 

Se ciò avviene, problemi di regolazione, crescita cellulare non controllata, patologia 

tumorale 



Ciclo cellulare 
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Reazione di polimerizzazione: attacco nucleofilo del 3'OH, al PP del nucletide-PPP. 
Formazione legame fosfodiesterico e liberazione di PP 
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DNA polimerasi enzima che polimerizza dNTP per sintetizzare DNA 
Per semplicità, ricordare che ha forma di una mano. 
DNA scorre nel "palmo" 




DNA polimerasi enzima che polimerizza dNTP per sintetizzare DNA 
Per semplicità, ricordare che ha forma di una mano. 
DNA scorre nel "palmo" 



Struttura della DNA polimerasi 



Le DNA polimerasi hanno una struttura comune 




Dominio 
esonucleasico 



Siti attivi 



Pollice 



Dominio 
N-terminale 




Palmo 




diverse DNA polimerasi hanno una struttura relativamente simile 



Innesco o primer 




Per l'innesco è necessaria un'estremità 
3 -OH libera 



Terminale di innesco 



\ 

5 1 1 l l l l | | | | | l | l | > 3 -OH 

2' 11 1 ' 1 ■ ' " " C 



Stampo a singolo filamento 



r 





Senza 3' OH, nessuna DNA polimerasi può funzionare, che sia eucariotica, batterica, 
virale o altro. 

Tutte le DNA polimerasi quindi hanno sempre e comunque bisogno di un terminale 
3'OH 
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Tipi di innesco 




Le DNA pohmerasi non possono mctare ta «intesi 
d DNA tu DNA duplex o a singolo filamento senza 
un pnmer 

5 ' min m i mnmnim ii 3' 
il n |j 1 1 il 1 1 1 1 1 1 1 il 1 1 n I II 5' 

5 ' Il 1 1 I I 1 1 II 1 1 1 1 n I II II i m m 3' 

Il pnrnef <y RNA è sintetizzalo o tornito per 
appaiamento de e bas* 

3 II II un min limili y 

RNA DNA ^ 

s- ■■■■■■ l ■ 1 1 i I I i i > 

3 uni nm umilili ni m 5' 



il DNA duptex 6 taglialo per fornire l estremità 
boera «M DNA pobmerasi 

5 .un i un i ii ii u t n i ii t u y 



1 1 1 1 1 1 1 1 



5 llllll Hi t III M^ III M I III 3 

3- ......... i » 1 1 ........ . 5 - 



Un nudeobde di innesco * formio da una proteina 
one si lega ai DNA 

5 ^ 

3 il li u mimimi imi u i 5' 

5 nmmii i u i > 

3- 111111111111111111111111115' 




DNA polimerasi non è in grado di sintetizzare del DNA a partire da una prima reazione 
fra due dNTP 

Tutte le DNA polimerasi note hanno bisogno di un INNESCO, ossia di un gruppo 3'0H 

da usare per attacco nucleofilo su PPP 

Tipi di innesco: un primer (frammento di RNA) 

Un nick su una delle due eliche (nick translation) 

In alcuni virus, un nucleotide legato ad una proteina che lega il DNA 

In ogni caso, necessario 3'0H 



Innesco in adenovirus 




^^2J^2^2S£SSS^^SSSÌ2S^I™SSSS^B Una P roteina si ,e 9 a covalentemente a DNA Ad 




Esempio innesco adenovirus 

Vi è una proteina legata covalentemente ad una citosina attraverso una serina. Il 3'- 
OH di questa citosina fa da primer per la DNA polimerasi 




Nei retrovirus (ad es. HIV) l'innesco è dato da un tRNA che fornisce il terminale 3' 
trascrittasi inversa 



Stampi e non-stampi 






s.^.mu.^^.I „,„ m. *** OSA 
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1 1 1 1 




CE 




-TTT5 



.' LUMINIMI 




Non stampi 

Stampi (innesco 3' per DNA polimerasi) 




MOURA 15 U CaraitcriMkhr gromrtrkHr ddlc coppie «li bai «f 
paiole corfcmmcnie c Appaiale in modo errato, i Da H. EchdU i 
M K (r*<Ai\s, Kii*«tmi" ha a itmii>m uu \sv m Kiviru i« 




Appai 



amenti errati provocano distorsioni 



Attività autocorrettiva 



DNA poli melasi 



filamento 
stampo 

5 0 Ò Ò Ò ò Ò < 3 * DNA 

3 > 0 00 0 000000 5 



LA POLIMERASI AGGIUNGE 
UN NUCLEOTIOE ERRATO 



3 > p p p P P P 0 P P P ò" 




s ò 6 ó 6 6 6 < 3'jM 

3 ? P P p p p p p p Q fi 



L'ESTREMITÀ 3' 

IN APPAIAMENTO CORRETTO 

PERMETTE L'AGGIUNTA 

DEL NUCLEOTIDE SUCCESSIVO 



5 6 6 6 ò ó P ò < y 

n fi n 

3 Q 0 0 P O 0 0 0 O 0 0 ; 



il nucleotide 

in appaiamento scorretto 
viene rimosso per 
attività autocorrettiva 
in direzione 3' -5' 



LA SINTESI PROCEDE 
, IN DIREZIONE 5' -3' 



La DNA polimerasi ha anche attività autocorrettiva, per assicurare fedeltà dei processi 
replicativi 

Se nucleotide inserito è errato, distorsione nella formazione dei legami idrogeno 
impedisce aggiunta ulteriore nucleotide 

Attività esonucleasica 3'-5' ("all'indietro") determina rimozione nucleotide errato 



Correzione 



DNA 

DNA 
.U'tiVr -a.- 



f.rm | 



» a rer* UuUmirrK 
th.it poir» with A and 



thf fremirvi alrand 



umV rciM-- a tuutixm ne 
•hiftfromC'toC Th* 





Beforr Ih» | 

i on. the ryUMtiM' 



1 



i 



•hiAfnrnir-toC.Th» 

t.. V» h.i. I. ..Jl.li ti.-»* 



TJ*- mtapaàrcd 3 -OH 
rodo* the crimine 
■trend btorfc» further 



iti ■(: UNA 

poh/mr»*» «Udo* back 



3-5 



o o'JX #wta>'-#* *1 



1 



DNA 



■ ite 

actmty. 




Tutte le DNA polimerasi possiedono un'attività esonucleasica 3'->5', proofreading 
tra il 3'-0H del deossiribosio dell'ultimo nucleotide della catena in crescita ed il 5'- 
fosfato del dNTP non complementare al filamento stampo. 



L'estremità sbagliata in 3' impedisce lo scorrimento della DNA polimerasi che torna 
indietro sul nucleotide sbagliato e lo rimuove con la sua attività esonucleasica 
3'^5'Una volta rimosso il nucleotide sbagliato può riprendere la reazione di 
polimerizzazione 




Un appaiamento scorretto impedisce posizionamento e legame con il nucleotide 
successivo 





Sito catalitico della DNA polimerasi in grado di distinguere i dNTP 
(deossiribonucleotidi) dagli rNTP (ribonucleotidi) 
Differenza presenza gruppo OH in 2' nei rNTP 




Sintesi 5'->3' (polimerizzazione) 
Esonucleasi 3'->5' (correzione errori) 
Fedeltà: 1 errore/" IO 9 nt 
Velocità: '1000nt/sec 




Ettività enzimatiche della DNA polimerasi 



DNA Polimerasi procariotiche 




E. coli ha 5 DNA polimerasi 


Enzima 


Gene 


Funzione 


i 


pOIM 


enzima ai riparazione principale 


n 


polB 


Enzima di riparazione secondario 


in 


polC 


Replicasi 


IV 


dinB 


Riparazione SOS 


V 


umuD' 2 C 


Riparazione SOS 









I procarioti hanno diverse DNA polimerasi, con compiti precisi e specifici 
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DNA Polimerasi 


eucariotiche %r 




Le DNA polimerasi eucarioticbe eseguono replicazione o riparazione 






DNA polimerasi 


Funzione Struttura 


X 




Replicasi ad alta fedeltà 






a 


Replicazione nucleare Tetramero di 350 kD 








Tetramero di 250 kD 






€ 


Tetramero di 350 kD 




x 
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Replicazione mrtocondnale Dimero di 200 kD 








Riparazione ad alta fedeltà 








Riparazione per escissione di basi Monomero di 39 kD 






I 


Riparazione a bassa fedeltà 

Bypass dei dimen di timina Eteromero 

Riparazioni delle basi danneggiate Monomero 








Necessaria nella meiosi Monomero 




, 4^ 


K 







Negli elicanoti, molte più DNA polimerasi, alcune per replicazione, altre per 
riparazione 



DNA Polimerasi eucariotiche 
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Negli elicanoti, molte più DNA polimerasi, alcune per replicazione, altre per 
riparazione 



DNA Polimerasi eucariotiche 




Tabella 18.2| 


Ruoli probabili di alcune DNA 
polimerasi eucariotiche 


Enzima 


Ruolo probabile 


DNA polimerasi a 


Inizio della replicazione 




di entrambi i filamenti 


DNA polimerasi 6 


Allungamento di entrambi 




i filamenti 


DNA polimerasi |* 


Riparo del DNA 


DNA polimerasi 1 


Riparo del DNA 


DNA polimerasi y 


Replicazione del DNA 


mitocond riale 





Negli elicanoti, molte più DNA polimerasi, alcune per replicazione, altre per 
riparazione 



Replicazione negli eucarioti 




E' più complessa rispetto a quella dei procarioti. 
Le origini della replicazione, chiamate "sequenze che si replicano 
autonomamente" (autonomously replicatine sequences* ARS) o replicatoli, 
sono lunghe circa 150 basi e sono molto ripetute. 

L'inizio della replicazione richiede una proteina multimenca. ()K( \origin 
recognition complex) che si lega a numerose sequenze contenute nel 
replicatole. 

La replicazione è effettuata da un enzima chiamato DNA polimerasi a. in 
associazione con la DNA polimerasi S. 

La DMA polimerasi a possiede attività primasica e polimcrasica ma non 
l'attività y<&5* esonucleasica. Si ritiene che provveda alla sintesi dei 
primers per i frammenti di Okazaki. 

La DNA polimerasi A che estende 1 primers costruiti dalla polimerasi a, si 
associa ad una proteina denominata PO' A (proliferatine celi nuclear 
antigen). La PCNA possiede un'attività simile alla subunità p della DNA 
polimerasi III dei procarioti. La DNA polimerasi 5, che presenta 
pmofreadinx udivitw è probabilmente responsabile sia della sintesi della 
catena veloce che della catena lenta. 

Un'altra polimerasi, la DNA polimerasi e. può prendere il posto della 
polimerasi 6 in alcune situazione, come ad esempio la riparazione del DNA. 



Funzioni delle DNA polimerasi eucariotiche 

Alfa: primasi. Sintetizza frammenti di okazaki 

Delta: estende gli inneschi. Proofreading. Enzima principale 

Epsilon: interviene nella riparazione al posto della Delta 



Fedeltà e processività delle DNA Polimerasi 






Frequenza di errori 


Enzima 


subumu 


senza 
proofreadtng 


con 
proofrtiding 


Lcoll DNA Poi 1 


singola 


10* 


5 x 10" r 


Lcoli DNA Poi III 


multiple 


7xl<r* 


5 x 10* 


T4 DNA POI 


singola 


5 x 10 s 


10 ' 


T7 DNA POI 


singola 


10 s 


IO" 6 


Trascrittasi Inversa 


singola 10 





Processivi!* tf«IU DNA pol.mcr.ivi 

»l numero di nucleottdi che una molecola d» 
enzima Aggiunge alla cilena nascente eh 
DNA prima d« staccarsi dal substrato 




•anp U ga circa 1 secondo otr bearti al OMA 
•«Wiurvg» tao « 1000 nucleo* idi / tecondo. 
•U p*n*a |t (»lKV*g cUmpl aumenti la procritrvUA 



Velocità di sintesi delle DNA polimerasi 

Se è presente attività di correzione, fedeltà aumenta di 100-1000 volte 



Fedeltà e processività delle DNA Polimerasi 




DNA 




RNA Replicati™ 



IO* lo 10* 



Rcvcrsc 
Traai%crip6ao 



tran«criptM« 



One error per 
lt-'tolQ*hmn 



Figure 20.5 Error rates of DNA polymeraves and RNA potymerases. 




Velocità di sintesi delle DNA polimerasi 

Se è presente attività di correzione, fedeltà aumenta di 100-1000 volte 




Velocità di sintesi delle DNA polimerasi 

Se è presente attività di correzione, fedeltà aumenta di 100-1000 volte 



Elicasi 



Le elicasi usano l'idrolisi di ATP per svolgere il DNA 



L'elicasi 
circonda 
un filamento 



L elicasi si lega 
al DNA duplex 



Le coppie di basi 
vengono separate 
e l'elicasi rilascia 
il duplex 



ATP-+ADF> , 





Complesso esamerico. 

Circonda un filamento, separandolo dall'altro 
Consuma ATP 



